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® Testsystem fur die Entwicklung von Inhibitoren der Protease von HIV 

In der Patentanmeldung P 3800233.7 wurde vorgeschla- 
gen, die HIV Protease z. B. unter Einsatz des euthentischen 
autologen Substrats. des gag Vorlaufermolekuls des huma- 
nen Immundefizienzvirus zu testen. 

Fur Massenteste noch besser geeignet ware ein Testsystem, 
das durch ein leicht nachweisbares Signal die Bestimmung 
der Aktivitat der HIV Proteose erlaubt. In dieser Anmeldung 
werden aktive Enzyme als Substrat der HIV Protease einge- 
fOhrt, in der Form, dafi diese Enzyme prflferentiell mit der 
Protease auf einam rekombinanten Plasmid coexpremiert 
Oder der viralen Protease aus rekombinanten Wirtszellen 
zugemischt wird. Der Nachweis der Protease erfolgt dann 
indirekt uber die nach proteolytischer Einwirkung verblei- 
bende Restaktivttat des Enzyms. 
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Beschreibung ber Bereiche am N-terminalen Ende bewerkstelligt 

Die Obertragung von HTV erfolgt in den allenneisten 

Als ein Vertreter der humanen erworbenen Immun- Fallen durch direkten Blut-BLut Kontakt Eine Eretinfek- 

defizienz (AIDS) sowie deren Vorstadien wurde ein Re- don kann asymptoraatisch verlaufen, in vielen Fallen 

trovirus ermittelt, dessen verschiedene Isolate zunachst 5 kommt es, bedingt durch erne Viramie, zu Gnppe-arti- 

"humanes T-lymphotropes Retrovirus III (HTLV III), gen Symptomen. 

Lvmphadenopathie-Virus (LAV) oder AIDS-assoziertes Nach einem Zeitraum im Durchschmtt von einigen 

Retrovirus (ARV) benannt wurden, die aber inzwischen Wochen bis Monaten sind Antikorper gegen wale Pro- 

unter dem Sammelbegriff HIV (Humanes Immundefi- teine im Serum nachweisbar. Der Erreger selbst bleibt 

zienz Virus) vereinigt warden. Die komplette genetische 10 aber Qber Jahre hinweg m T4-Rezeptor-tragenden Zel- 

Information einer Reibe verschiedener Isolate ist inzwi- len latent vorhanden. Durch nur in Ansatzen verstande- 

schen bestiinmt worden (zB. Ratner et al. Nature, 313, ne Ereignisse werden die m das Genom integnerten 

(1985) 277 - 284; Wain-Hobson et aL, Cell, 40, (1985), Viren wieder aktiviert und es kommt zu einer Elumna- 

9-17-Muesingetal, Nature, 313, (1985), 450 -458; San- tion von T4-Zellen. Als Symptome treten Lymphkno- 

chez-Pescador et al, Science, 277, (1985), 484 -492; 15 ten-Schwellungen, Fieber, Gewichtsabnahme und 

Guyader et al, Nature, 326, (1987), 662 - 669). . Durchf all auf. Bedingt durch erne Inf ektion von Zellen 

Die im Virus-Partikel enthaltene Erbinformation in des Hirnstamms kann es tedweise zu einer Demenz 

Form von RNA wird nach Inf ektion von T4-Rezeptor- kommea SchlieBIich erfolgen aufgrund einer fortschrei- 

traeenden ZeUen durch eine virale Reverse Transkripta- tend reduzierten zellularen Iinmunantwort • schwere op- 

se in DNA umgesetzt und als Provims in zeUulare Se- 20 portunistische Infektionen, die das Vollbild von AIDS 

quenzen integriert. Dieses Provirus ist zwischen 9734bp ergeben und in alien bekannten Fallen nut dem Tod 

und 9749bp lang und besitzt an beiden Enden ein LTR endet 

(long terminal repeat). In diesen "repeats" sind Sequen- - T u-u*: 

zen. welche die Regulation und Initiation der Synthese HIV-Protease und Mogbchkeiten zur Inhibition 

viraler Produkte steuern. HIV Viren besitzen viele fflr 25 . . _ . ,. ^ 

Retroviren charakteristische genetische Merkmale am Die Protease, die von einer DNA-Sequenz kodiert 

5'-Ende sitzt nach der LTR-Sequenz das sogenannte wird.diesichamS'-EndederpoI-Gen-Sequenzbefmdet, 

Eac-Gen (group specific antigen), dann folgen das poi- katalysiert ihre eigene Abspaltung sowie die Prozessie- 

Gen mit der Protease, die RNA-abhangige DNA-Poly- rung der Revertase und Endonuklease, aber auch des 

merase (Revertase), die Endonuklease und das Gen fur 30 gag-VorlaufermoIekuls Vergleichende ; Sequenzunter- 

dasHullprotein(envl suchungen (Pearl et al Nature, 329, (1987), 351-354) 

Zusatzlich besitzt das Virus noch einige Protein-ko- legen den SchluB nahe, dafi es sich bei der HTV-Protea- 

dierende Regionen, die eine Einordnung in die Retrovi- se, ahnlich wie bei den meisten retroviralen Proteasen, 

ms-Untergruppe der Lentiviren erlauben. Es handelt urn eine zur Gruppe der Aspartyl-Saure Proteasen ge- 

sich dabei urn SOR-1, zwischen pol und envgelegen, urn 35 hdrendes Enzym handelt Die Aininosaure Sequenz 

3'-ORF vor dem 3'-LTR, sowie urn TAT und ART, de- Asp-Thr(Ser)-Gly ist eine konservierte Domane inner- 

ren kodierenden Regionen getrennt auf kurzen Leser- halb der bekannten Aspartyi-Proteasen und ist an der 

ahmen vor und nach dem env-Gen liegen und deren Bildung des aktiven Zentrums beteihgt Wahrend be- 

m-RNA durch "splicing" entstehen. kannte Aspartyl-Protease aus Proteinsequenzen nut 2 

SOR-1 3'-ORF TAT und ART sind Regulationspro- 40 konservierten Asp-Thr(Ser)-Giy- Domanen und menr 

teine, die'fQr Latenz des Provirus in der Zelle sowie das als 300 Aminosauren bestehen, sind retro virale Protea- 

AnschaltenderVirussyntheseauf transkriptioneller und sen soweit bekannt zum Teil urn menr als die Haltte 

translationdler Ebene verantwortlich sind. kOrzer und beinhalten nur ein aktives Zentrum. 

Das HTV-1 gag-Gen wird als 512 Aminosaure langes In Analogien zu bekannten Protease-Sequenzen und 

Protein translatiert und anschlieBend durch eine virale 45 deren a^eidimensionaler Struktur (R 6nt ^^ r ™' 

Protease in die gag-Proteine p 17, p 24 und p 15 gespal- Analyse) war es moghch, ein Modell ^-P rote £ e 

ten. Diese Strulrturproteine bilden die virale ProteinhQl- zu erstellen. Dies und die SequenzaufWSrung der Pro- 

Ie (core) in das die RNA und Reverse Transkriptase tease-speziflschen Spaltsequenzeu (Pearl et al, Natur* 

eingelagert werden. 328, (1 987). 482) kdnnen zu rational konstruierten Inhibi- 

Das pol-Gen wird ebenfalls als ein Polyprotein- Vor- 50 torenfOhren. ^ 

Ifiuf er translatiert und dann in die Protease, die reverse Inhibitoren der Proteasewirkimg k6rmen bis jetzt nur 

Transkriptase sowie eine Endonuklease (Integrase) im fflV-Eukaryontenzell-System QberprQf t werden, und 

*S3m ^Protease prozessiert sind mit alien Nachteilen und Gefahren der ^rung 

Als weiteres Strukturprotein sitzt das env-Genpro- mit aktivem HIV belastet Deshalb sind effiziente, ra- 

dukt in der von der infizierten Zelle stammenden Lipid- 55 sche, aussagekraf tige neue Testsysteme unter Verwen- 

membran. Das giykosylierte Protein wird als 160kDa- dung rekombinanter Proteine erforderlich. Diese erlau- 

grofier Vorlaufer (gp 160) synthetisiert und in gpl20 und ben in vivo bzw. in vitro, m nicht durch die Menge an 

gp41 gespalten. Die nach bisherigen Erkenntnissen ge- Substrat und Enzym limitierten Testansatzen, Substan- 

wonnene Vorstellung geht davon aus, dafl gpl20 keine zen auf eine spezifische Inhibition der Protease zu pra- 

Membranverankerung aufweist und nur durch Wechsel- go fen. 
wirkung an das gp41 gebunden ist Das gp41 ist als 

Transmembranprotein in der Lipidschicht verankert, Beschreibung der Erfindung 
wobei wahrscheinlich der N-terminale Teil aufierhalb 

der Zelle liegt s Eine MOglichkeit einfach und schnell im Zellsystem 

gpl20 scheint fflr die spezifische Anlagerung an den 65 die Wirkung der HIV-Protease bzw. deren Inhibition 

T4-Rezeptor der Zielzelle verantwortlich zu sein, wan- nachzuweisen, besteht in der Verwendung von Protea- 

rend gp41 wahrscheinlich die Fusion der Membranen se-Substraten (z^. EnzymenX durch deren spezifische, 

und damit das Eindringen in die Zelle mittels hydropho- Prptease katalysierte Spaltung ein einfacher visueller 
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Nachweis (Farbumschlag) mdglich ist Gemeint ist dabei 
die Koexpression von Substraten-bzw. Enzymen zusam- 
men mit der aktiven Protease sowohl in prokaryoti- 
schen als auch eukaroytischen Zellen. Diese Substrate 
bzw. Enzyme konnen bereits naturliche HIV-Protease 
spezifische Spalt-Sequenzen enthalten. Durch gerichte- 
te Mutagenese bzw. Austausch oder Insertion von 
Spaltsequenzen mit den flbiichen molekulargenetischen 
Methoden kdnnen daniber hinaus solche Spaitstellen 
zusatzlich eingefuhrt werden. 

An folgendem Beispiel sol! diese Moglichkeit der Te- 
stung von spezifischen Inhibitoren dargestellt werden. 
Das Enzym ^-Galaktosidase ist am zelluiaren Stoff- 
wechsel von ^-Galaktosiden beteiligt und spaltet dabei 
z.B. das Disaccharid Laktose in seine monomeren Be- 
standteile Galaktose und Glukose. Ebenso wird von die- 
sem Enzym z.B. die Spaltung eines zunachst farblosen 
Substrats wie 5-bromo-4-chloro-3-indolyI-£*D-galakto- 
pyranosid (X-gal) katalysiert Dabei entsteht ein blauge- 
farbtes Produkt Durch Expression der enzymatisch ak- 
tiven ^-Galaktosidase in bakterieilen oder eukaryoti- 
schen Zellen kommt es bei Zugabe von X-gal zu blauge- 
farbten Kolonien bzw. Plaque-Arealen (siehe Abb. 3). 
Wird nun diese /J-Galaktosidase spezifisch gespalten, 
dh. deren Aminosaure-Sequenz an einer definierten 
Stelle unterbrochen, kommt es nach Zugabe von X-gaJ 
zu keiner Blaufarbung. Durch Einfuhrung von Spalt-Se- 
quenzen mit Spezifitat fur HIV-Protease in die kontinu- 
ierliche Aminosaurenfolge der /KSalaktosidase, ohne 
daB es dabei zu einer substantiellen Veranderung der 30 
enzymatischen Aktivitat kommt, kann durch Zugabe 
bzw. Koexpression der HIV-Protease in cis- oder trans 
{Configuration eine Spaltung der ^-Galaktosidase er- 
reicht werden, mit der Folge der ZerstGrung der Enzym- 
aktivitat (s. Abb. 1). Durch Zugabe von HIV-Protease 35 
Inhibitoren wOrde diese Spaltung verhindert und damit 
die /J-Galaktosidase-Enzymaktivitat aufrecht erhaltea 
Bei gleichzeitiger Expression von aktiver Protease und 
"veranderter" /7-Galaktosidase (zusatzliche Spalt-Se- 
quenzen fQr die HIV-Protease) in geeigneten Zellen 40 
kommt es also zu einer Spaltung bzw. Zerstdrung der 
^-Galaktosidase Aktivitat und damit zu farblosen Kolo- 
nien (siehe Abb. 3). Kdnnen nun geeignete Protease-In- 
hibitoren gefunden werden, bleibt die /7-Galaktosidase 
aktiv und es kommt zu einer Umsetzung des Substrats 45 
X-gal und damit zu blauen Kolonien, Ein einfaches, visu- 
elles Test- System kann somit etabliert werden. 

Zu diesem Zweck wurde ein Expressionsplasmid 
pUR288Prt (Abb. 2) erzeugt welches die genetische In- 
formation fQr eine vollstandige ^-GaJaktosidase enthalt 50 
An diese Sequenz wurde eine, die vollstandige aktive 
HIV-Protease enthaltende Sequenz fusioniert Die Fu- 
sion geschah in der Weise, daB ein ununterbrochener 
Leserahmen fQr ein Protein bestehend aus 0-GaJaktosi- 
dase und HIV-Protease erzeugt wurde. Der fQr die Pro- 55 
* tease kodierende Anteil wird aminoterminal und car- 
boxyterminal von HIV-Protease spezifischen Spalt-Se- 
quenzen flankiert 

Nach Expression in Ecoli k6nnen in beschriebener 
Weise die Expressionsprodukte im Western-Blot mit ei- so 
nem humanen HIV-P00I Serum nachgewiesen werden. 
Dabei ist zu beobachten, daB die HIV-Protease ihre 
eigene Abspaltung von dem ^-GaJaktosidase Anteil ka- 
talysiert, wie dies auch zu erwarten ist Es entsteht also 
nicht ein 126 kD groBes Fusionsprotein, sondern unter 55 
anderen Spaltprodukten ist die Protease mit etwa 10 kD 
wird nachweisbar. Aufgrund der Sequenzdaten kann 
weiter erwartet werden, daB auch die ^-Galaktosidase 
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an mindestens einer Spaltstelle (natGrlich vorhanden) 
gespalten wird. Dies kann auch aus der stark verminder- 
ten Enzymaktivitat und damit reduzierter Blaufarbung 
(siehe oben und Abb. 2) geschlossen werden. Das heiBt 
5 aber, daB durch die naturlich vorhandene Spaltstelle 
eine Protease-speziFische Spaltung der 0-Galaktosidase 
erfolgt Allerdings werden bei der gespaltenen /*-Galak* 
tosidase.wenn auch vermindert, noch Enzymaktivitaten 
beobachtet, wenn die Aminosaure-Sequenz in z.B. 2 
10 Polypeptiden vorliegt (a- bzw. i3-Komplementation). 
Allerdings beschrankt sich dies auf bestimmte Protein- 
bereiche. Aus der Lage der mSglichen naturlichen Spalt- 
sequenz konnte dies bei dem beschriebenen Expres- 
sionsklon der Fall sein, da es noch zu einer schwachen 
is Blaufarbung kommt Zur ganziichen Zerstdrung der 
/J-Galaktosidase Enzymaktivitat mfissen weitere Spait- 
stellen eingefuhrt werden (gerichtete Mutagenese) und 
Wirtsbakterien verwendet werden, die nicht selbst die 
genetische Information fQr Segmente der ^-Galaktoxi- 
20 dase enthalten. 

Das Test-System kann auch mit anderen Indikator- 
Enzymen wie Luceferin und Substraten in oben be- 
schriebener Weise dargestellt werden. 

25 Expression in Eukaryontenzellen durch Gentransfer 

Ein besonderer Wert des Systems wird darin gesehen, 
daB es mit anderen Tragerplasmiden (z.B. pMD III, 
Motz et al, Gene, 58 (1987) S. 149-154)) oder durch 
retroviral Vektoren auch in eukaryonte Zellen einge* 
setzt werden kann (Abb. 3). Dies bietet den Vorteil mog- 
liche Hemmsubstanzen auBer auf ihren enzymologisch 
messbaren Effekt, auch auf deren Membrangangigkeit, 
ihre Aktivitat in der Zelle und ihre Toxizitat zu untersu- 
chen. 

Expression in infizierten Eukaryontenzellen 

In besonderen Fragestellungen k&nnte es nfltzlich 
sein Testsubstanzen fQr die Protease Hemmung in infi- 
zierten Zellen zu priifen. Dieses wird mit dem vorge- 
schlagenen Prinzip dadurch erreicht, daB Protease und 
Prokaryonten in Wirtsviren (zB Vakzinia, Mackett et al, 
Journal of Virology, Mar. 1984, p. 857-864) einkombi- 
niert werden. 

Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1 : Testsystem fQr die Entwicklung der Protease 
von HIV. 

Abb. 2: Plasmidkonstrukt fQr die Expression des 
^-Galaktosidase- Protease Fusionsgenes. 

Abb, 3: Ecoli mit 0-GaIaktosidase-Gem mit (A) und 
ohne (B) zusatzlich exprimierte HIV-Protease. 
Abb. 4a: pAVB. 

Abb. 4b: Retrovirusvektor pNSV, 
Abb. 4c: pMD III Vektor zur Expression in CHO-Zel- 
len. 

PatentansprQche 

1. Ein Testsystem, das es erlaubt HIV-spezifische 
Protease dadurch nachweisbar zu machen, daB he- 
terologe Indikatorproteine gespalten werden. 
Z Ein Testsystem, in dem HIV-Protease und ein 
heterologes Indikatorprotein gemeinsam in einer 
WirtszelJe exprimiert werden. 
3. Ein Testsystem, in dem Produkte mit den in 2 
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beschriebenen Komponenten in unterschiedlichen 
Wirtszellen exprimiert werden. 

4. Gensegmente welche Gene von HIV-Protease 
und /^Galaktosidase oder Luciferin als Indikator- 
moIekQl enthalten und in Prokaryoten exprimiert 5 
werden. 

5. Expressionsplasmide, die Indikatormolekule wie 
in 4 enthalten, in die zusatzliche HIV-Protease 
empfindiiche Spaltstellen in Regionen eingebaut 
werden, die fur die Aktivitat des Indikatorenzyxnes 10 
wichtigsind. 

6. Testsysteme nach 1 — 4, die in Prokaryotenzellen 
exprimiert sind. 

7. Testsysteme nach 1 —4, die in Eukaryotenzeilen 
exprimiert sind 15 

8. Plasmide wie pUC, welche Gensegmente wie in 4 
enthalten und die Expression dieser Segmente in 
Prokaryonten erlauben. 

9. Vektoren, die die EinfGgung und Expression von 
Sequenzen wie in Anspruch 4 beschrieben in euka- 20 
ryonten Zelien und vor allem in SaugerzeUen erlau- 
ben. 

10. Rekombinante Viren wie Vaccinia, die ein Kon- 
strukt wie in 4 enthalten und bei Infektion in der 
Wirtszelle exprimieren. 25 

1 1. Transfizierte Zelien. die permanent einzeln oder 
getrennt anschaltbar HJV-Protease und ^-Galakto- 
sidase oder andere enzymatisch aktive Indikator- 
molekule exprimieren. 
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Abb. i: Testsystem fur die Entwicklung von Inhibitoren der Protease von HIV 
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Vektor zur Exprimierung von heterologen Gensequenzen als 
Fusionsproteine mit-B-Galaktosidase (lac Z): 
In diesem Fall wurde die HIV-Protease kodierende Sequenz 
im gleichen Leseraster an das carboxylterminale Ende der 
B-Galaktosidase fusioniert. 
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Abb. 4c: pMD III Vektor zur Expression in CHO-Zellen 



